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 مقاله پژوهشي
 

 سطح پلاسمائي هوموسيستئين در موشهاي كلستاتيك و تأثير آن بررسي 
 بر ترشح نيتريك اكسايد در كبد

   
  **احمدرضا دهپوردكتر ،  *ناصر ميرازي دكتر

 
 ٥/١١/٨٣:   ،  پذيرش ٢٥/٣/٨٣: دريافت 

 

 :چكيده
 بعضـي از   ه تيول مي باشد كه بـه عنـوان فـاكتور مخـاطره آميـز     يكي از اسيدهاي آمينه داراي گرو ) Hcy(         هوموسيستئين 

در بيماري كلستاز وجود آثار .  شناخته شده است  O2)-( اكسيژن   عوامل توليد راديكالهاي آزاد بيماريهاي قلب و عروق و از جمله
O2 و ايجــاد و پيشــرفت توليــد راديكالهــاي آزاد Hcyاســترس اكســيداتيو 

 از ايــن بررســي تعيــين هــدف .  گــزارش شــده اســت-
 كبدي در شـرايط كلسـتاز      NOو شناخت بيشتر عوامل مؤثر در اختلالات پاتولوژيك ناشي از تغييرات غلظت هوموسيتئين پلاسما و                

 .مي باشد
د  گرم مـور ٢٠٠ ±٢٠ و با ميانگين تقريبي وزن  Spraque - Dawley عدد موش صحرائي از نژاد ١٥٠          در اين مطالعه  تعداد 

و به تعداد  ) BDL( و گروه تحت عمل جراحي بستن مجراي صفراوي SHAMحيوانات در سه گروه كنترل ، . آزمايش قرار گرفت 
، ١٤،  ٧ در روزهـاي     BDLپس از شروع آزمايشات و مشاهده بيمـاري كلسـتاز در گـروه            . عدد در هر گروه تقسيم شدند       ١٠ -١٢
همچنين دو ساعت قبل از خـونگيري مقـدار   . اقدام به گرفتن خون از قلب آنان شد  و پس از انجام بيهوشي در حيوانات ،          ٢٨و  ٢١

mg/kg  اندازه گيري مقادير سيستئين و متيـونين      .  متيونين به موشهاي هر گروه و به روش داخل صفاقي تزريق گرديد              ٤٠و١٠٠
 .  نيـز بـه عمـل آمـد          NOرسي مقـدار    تعيين مقدار نيتريت و نيترات جهت بر      .  صورت گرفت    HPLC-UV و   HPLCپلاسما توسط   

 مـورد ارزيـابي قـرار گرفـت و اختلافـات      Post Hoc Test دو طرفه و ANOVAداده هاي حاصله با استفاده از آزمون هاي آماري 
 .  معني دار تلقي گرديد> P 0.05حاصله با 

 افزايش  SHAM نسبت به گروه هاي كنترل و        BDL          نتايج اين بررسي نشان داد كه بيليروبين و آنزيم هاي كبدي در گروه                
مقـدار اسـيدهاي    ) . P > 0.01( بسيار بـالا و معنـي دار بـود           ١٤ در روز    BDL در گروه    Hcyمقدار   ) . P (0.05>معني داري داشت    

يتريت در  ن/ نسبت نيترات   ) . P=0.01(  نسبت به دو گروه ديگر افزايش معني داري داشت           BDLآمينه  سيستئين و متيونين گروه       
 .  تفاوت معني داري نشان دادP >  0.01 بيشتر و  با SHAM نسبت به گروه هاي كنترل و BDLگروه 

 بيمـاري كلسـتاز انسـدادي      كه عوامل آسيب رسان اكسيد كننده سيسـتميك در مـدل             به نظر مي رسد   ،          بر اساس اين نتايج     
  .شوندمي كبدي جب بروز ناهنجاريهاي  موNOاحتمالا در ارتباط با مكانيسم هاي وابسته به 

  

   هوموسيستئين/ نيتريك اكسايد / كلستاز  : كليد واژه ها
 

 :مقدمه 
اختلالات ايجاد شده در كبد زمينه ساز بسياري از       

 كلستاز اختلال. عفونتها و نارسايي ها در بيماران مي باشد 
 
 
 

اريهاي در جريان يا توليد صفرا مي باشد و از جمله بيم
كبدي است كه مي تواند در ايجاد گروهي از عوامل آسيب 

 از لحاظ عملكرد ،. رسان بافتي نقش اساسي بازي كند
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 )mirazi@basu.ac.ir ( استاديار گروه زيست شناسي دانشكده علوم دانشگاه بوعلي سينا همدان*

  استاد گروه فارماكولوژي دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران **
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كاهش ترشحات . كلستاز با كاهش جريان صفرا همراه است
و اسيدهاي  و آنيونهاي ارگانيك مانند بيلي روبين آب كبدي

 تجمع از لحاظ مورفولوژيك كلستاز. صفراوي وجود دارد
از . صفرا در سلولهاي كبدي و كانالهاي صفراوي است

لحاظ باليني كلستاز تجمع خوني تمام موادي است كه به 
طور طبيعي در صفرا دفع مي شوند و اسيدهاي صفراوي 

 تظاهرات باليني شامل خارش  . سرم افزايش مي يابند 
 ، خستگي ،زردي ، ) هميشه وجود نخواهد داشت هرچند(

ايزو آنزيم هاي (افزايش آلكالين فسفاتاز سرم   ،استئاتوره
  ترانس پپتيداز ـ گلوتامين -γو افزايش ) اردي ـــــبيلي

 ) .١،٢(مي باشند
تيول   يك اسيدآمينه داراي گروه )Hcy(هوموسيستئين      
اخيرا اين اسيدآمينه به عنوان فاكتور . مي باشد) سولفور(

و از علل توليد مخاطره آميز بيماريهاي قلب و عروق 
اين اسيدآمينه از ). ٣(راديكالهاي آزاد شناخته شده است 

در پستانداران محسوب  متيونين متابوليسم واسط مواد جمله
هوموسيستئين به واسطه اتواكسيداسيون باعث . ميگردد

O2توليد يون پراكسيد 
O2. در كنار عروق ميگردد  -

توليد  -
مي گردد ) NO( يدشده مانع عملكرد طبيعي نيتريك اكسا

)   Endothelial dysfunction(و باعث عدم كارايي آندوتليوم
 از اسيدآمينه ) NO(ك اكسايد ــــ نيتري.)٤،٥( دشومي 

L-تمام سلولهاي " آرژينين ساخته مي شود و تقريبا 
از جمله اين سلولها . پستانداران مي توانند آن را بسازند 
شي عروق ، نورونهاي مي توان به سلولهاي آندوتليوم پوش

سيستم اعصاب مركزي و روده اي و سلولهاي سيستم 
 ) . ٦(ايمني بدن اشاره كرد 

 نشان دادند كه ١٩٨٠      فورشگات و زاداوسكي در سال 
عملكرد بيولوژيك فاكتور گشاد كننده رگي مشتق از 

 عملي NOاز طريق آزاد شدن ) EDRF(آندوتليوم عروق 
ر فصل شروع مطالعات اين كشف مهم س. مي گردد

 "بعدا. گسترده اي بر روي اين مولكول كوچك و فرار شد 
معلوم شد كه يك مسير بيوشيميايي مشابه براي توليد آن 

عادي نيتريك اكسايد  حالت در ).٧،٨(دارد وجود بدن تمام در
به شكل راديكال آزاد در بدن پستانداران وجود ندارد و 

ددي در اين تبديل دخالت آنزيم هاي متع. بايد سنتز شود 
 NOS( Nitric Oxide Synthase(كه همه در خانواده  دارند

 در بسياري از سيستم هاي NO. طبقه بندي شده اند 
 . فيزيولوژيك دخيل است 

 محركهايـي در آندوتليوم عروق در پاسخ به NOتوليد       

 
مثل پاره شدن يا شكافتن رگ اتفاق   مي افتد و باعث 

 رگ مي شود كه براي تنظيم جريان خون و گشاد شدن
 توليد شده از آندوتليوم NO). ٦-٨(فشار آن ضروري است 

يا پلاكت هاي به دام افتاده تجمع پلاكتي و چسبندگي 
ار مي كند و پروليفراسيون سلولهاي عضله ـلكوسيتها را مه

اسيدآمينه هوموسيستئين در ). ٩(صاف را تنظيم مي كند 
اضافه بر اين غلظت . ي نقش دارد ايجاد فيبروز كبد

واقص مادرزادي ، ــــ رابطه نزديكي با نHcyپلاسمايي 
 ي و زايل شدن ـــــاختلالات بارداري ، ناهنجاريهاي روان

هوش در دوران كهولت دارد و اندازه گيري غلظت 
پلاسمايي آن در يافته هاي كلينيكي بسيار حائز اهميت 

 ) .١٠(مي باشد 
      S-متيونين ـزيل  آدنو )SAM ( يكي از دهنده هاي

عامل متيل حاضر در همه محيط هاي بيولوژيك است كه 
 ، DNA ، RNAقادر است عامل مزبور را به  گسترده طور به

پروتئينها ، فسفوليپيدها ، هورمون ها و ساير تركيبات 
اين پديده توسط آنزيم متيونين آدنوزيل ) . ١١(اضافه كند 
 ) .١٢( انجام مي شود)MAT(ترانسفراز 

      درجريان روند بيوشيميايي فوق متيونين توسط آنزيم 
)MAT ( ، بهS – آدنوزيل هوموسيستئين )SAH ( ، پس از

هوموسيستئين ). ١٣(تبديل ميگردد، دادن يك عامل متيل
 ،ممكن است دوباره متيله شود و تبديل به متيونين شود 

 ليد سيستئين را يا اينكه ترانس سولفوره گرديده و تو
ظرفيت فرايند ترانس متيلاسيون % ٨٥حدود ). ١٢(نمايد 

شود و نقش مركزي در متابوليسم  انجام مي كبد در متيونين
 بنابراين كاهش فعاليتهاي كبدي . هوموسيستئين دارد

مي تواند تاثير در متابوليسم هوموسيستئين و تغيير سطح 
اي به عمل آمده در بررسي ه). ٥،١٤(پلاسمايي آن بگذارد 

اري سيروز كبدي افزايش سطح پلاسمايي ــــدر بيم
وستفال  و ). ١،١٥(هوموسيستئين نشان داده شده است
% ٢٦ را تنها از Hcyهمكاران ، سطح پلاسمايي طبيعي 

جمعيت بيماران سيروزي را كه مورد مطالعه قرار داده بود 
 دادند  فري و همكاران در مطالعه ايكه انجام) . ١٦(يافتند 

 را در بيماران سيروزي غير الكلي مشاهده Hcyافزايش 
در مطالعه ايكه در آن به طور طولاني مدت ) . ١٧(كردند 

حيوانات آزمايشگاهي تحت تجويز اتانول يا كلروفرم قرار 
گرفته بودند، افزايش سطح پلاسمايي هوموسيستئين نشان 

نين  آدنوزيل متيو-Sهمچنين كاهش نسبت  ).١٧(داده شد
 آدنوزيل هوموسيستئين در مطالعات ديگري ديده  -Sبه  
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آدنوزيل متيونين  -S ثيرات محافظتيأت). ١٨،١٩(شده است
 بر روي كبد در اين گروه از بيماران سيروزي تجربي 

تاكنون . همراه با كاهش غلظت هوموسيستئين بوده است
هيچگونه اطلاعاتي كه در بر گيرنده هوموسيستئين پلاسما 

 آدنوزيل هوموسيستئين -S و  آدنوزيل متيونين-Sسطوح و 
كبدي در بيماري كلستاز كبدي و سيروز صفراوي در آنها 

 . باشد وجود ندارد 
ن از اهداف مهم اين مطالعه بررسي سطح ـــ      بنابراي

پلاسمايي هوموسيستئين در بيماري كلستاز مي باشد كه 
علاوه . د گرديدبه طور تجربي بيماري فوق در موشها ايجا

داف اين مطالعه بررسي تاثير ـــــيكي ديگر از اه بر آن ،
ك اكسايد در بيماري ــــــهوموسيستئين بر ترشح نيتري

ه بين اين ـــــكلستاز مي باشد كه سعي گرديد ، رابط
اسيدآمينه و موانع عملكردي نيتريك اكسايد را تا حدودي 

آمينه به راحتي از آنجائيكه غلظت اين اسيد. روشن سازد
با انجام اقدامات تغذيه اي قابل كنترل مي باشد ، لذا گمان 
مي رود با مشخص شدن تغييرات موجود در غلظت 
هوموسيستئين پلاسمايي بتوان اقدامات بعدي را در جهت 
كنترل عوارض ناشي از تغييرات غلظت پلاسمايي ايجاد 

 .شده به عمل آورد 
 :روش كار

 عدد موش ١٥٠ از "ر اين بررسي جمعاد :حجم نمونه       
  به وزن تقريبيSprague- Dawleyصحرائي نر نژاد 

در گروههاي آزمايشي مورد . گرديد گرم استفاده ٢٠±۲۰۰
تحت عمل جراحي   و گروهSHAM ، گروه كنترل نظر شامل

 عدد ١٠-١٢هر كدام بين ) BDL(بستن مجراي صفراوي 
دي از موشها نيز تعدا. دشموش با مشخصات فوق استفاده 

در حين انجام عمل جراحي و بعد از آن تلف شدند كه از 
  و ٢٣± oC١ حيوانات در دماي. نمونه ها حذف گرديدند 

 ساعت تاريكي و جيره ١٢ ساعت نور و ١٢نور مناسب 
 . غذايي و آب يكسان تا پايان آزمايش نگهداري شدند 
صادفي       روش نمونه گيري و تقسيم حيوانات به طور ت

و از هر ) Simple Random Sampling(انجام گرفت 
داده هاي . حيوان در هر گروه فقط يك بار استفاده گرديد 

هر كدام از گروههاي آزمايشي ثبت و نتايج حاصله از آنها 
 . با يكديگر مقايسه گرديد 

ه حيوانات ـــــام اين مطالعــــــبراي انج: روش انجام كار 
 و گروه SHAMروه كنترل ،  گروه  گ٣آزمايشگاهي در 

 اتـــتقسيم شدند و مطالع) BDL(بستن مجراي صفراوي 

 
 . بر روي آنها صورت گرفت 

 در اين گروه حيوانات مورد آزمايش تحت عمل  :BDLگروه 
 جراحي قرار گرفته و مجراي صفراوي آنها بسته شد 

)Bile Duct Ligated .(بود  صورت روش انجام اين كار بدين
كتامين  توسط داروي BDLاي گروه ـــــه  ابتدا موشكه

 و گزيلازين هيدروكلرايد mg/kg 50هيدروكلرايد به ميزان 
 از طريق تزريق داخل صفاقي بيهوش mg/kg 10به ميزان
 بعد از بيهوشي موشها ، موهاي ناحيه مياني شكم. گرديدند

توسط ماشين تراش مو مخصوص حيوان كوچك كاملا 
 درجه براي ضدعفوني ٧٠پس از الكل س. تراشيده شد

بعد توسط چاقوي جراحي يك . شد پوست شكم استفاده
 سانتي متر در خط مياني شكم ٣شكاف طولي به اندازه 

ايجاد شد و در دو مرحله پوست و عضلات جدار شكم باز 
پس از يافتن مجرا ، پنسي زير آن قرار داده شد و با . شد 

در دو نقطه جداگانه با استفاده از نخ سيلك چهار صفر 
. فاصله از هم گره زده شد و بعد در داخل شكم آزاد گرديد

سپس جدار شكم در دو لايه عضله و پوست با نخ سيلك 
بعد از اتمام عمل ) به شكل بخيه متوالي ( دوخته شد 

 ميلي ليتر سرم سالين نرمال داخل ٢جراحي ، ميزان 
 محل جراحي  با بعد از پايان كار عمل. صفاق تزريق گرديد

 . بتادين كاملا  ضدعفوني گرديد 
      سپس حيوانات در قفسهاي جداگانه قرار داده شدند و 

ميزان . آب و غذا به طور آزاد در اختيارشان قرار داده شد 
 .بود % ٢ بر اثر جراحي حدود مرگ و مير

      دو روز بعد از انجام عمل جراحي با بررسي رنگ زرد 
و همچنين تغيير رنگ گوش هاي آنها به ادرار حيوان 

. طرف زردي ، وقوع يا عدم وقوع كلستاز تعيين گرديد 
موشهايي كه فاقد اين علامت بودند از مطالعه خارج شده و 

 % ٥روج حيوانات نيز حدود ــــــميزان خ. حذف گرديدند 
 .بود

در اين گروه نيز تعداد موشهاي انتخاب شده  : SHAMگروه 
 در اين BDLهمانند گروه .  بودند BDLد گروه ر تعداببرا

پس از باز . گروه نيز عمل جراحي روي موشها انجام شد 
شكم و كنار زدن كبد و دوازدهه و پيدا شدن مجراي  كردن

صفراوي ، آنرا كمي با انگشت دستكاري كرده و سپس 
بعد از . بدون زدن گره دوباره در داخل شكم رها گرديد 

شكم بخيه زده شد و بقيه مراحل آن عضلات و پوست 
در اين .  بود BDLدقيقا مطابق روش انجام شده گروه 

 .گروه مرگ و ميري ديده نشد 
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در اين گروه حيوانات ، بدون انجام عمل  :گروه كنترل 
جراحي ، داروها را دريافت كردند و آزمايشات لازم روي 

 .آنها به انجام رسيد 
 ، ٧بعد از گذشت  :مايشات بررسي حيوانات پس از انجام آز

 روز پس از شروع آزمايشات حيوانات هر ٢٨ و ٢١ ، ١٤
سه گروه جهت ارزيابي و مشاهده نتايج بدست آمده مورد 

طريقه بررسي موشها بعد از كلستاز . ررسي قرار گرفتند ب
ابتدا موشهاي هر گروه را در موعد مقرر . د وبه قرار ذيل ب

 روز پس از شروع ٢٨ و ٢١،  ١٤ ، ٧يعني رسيدن به زمان 
عمليات ، توسط اتر بيهوش كرده و سپس برشي توسط 
قيچي در وسط قفسه سينه داده شد و بعد از ظاهر شدن 
قلب حيوان ، توسط دو سرنگ هپارينه و حاوي ماده ضد 

 از داخل قلب خونگيري به عمل " مستقيماEDTAانعقاد 
عدد  ١٠ -١٢نگيري در هر گروه بيـندر هر بار خو. آمد

 .موش در هر بار مورد استفاده قرار گرفتند 
      همچنين جهت ارزيابي ميزان متيونين به موشهاي هر 
گروه دو ساعت قبل از خونگيري از قلب آنها و به روش 

 و  mg/kg 40داخل صفاقي متيونين در دوزهاي متفاوت
100 mg/kg بعد از دو ساعت حيوانات .  تزريق گرديد

 بيهوش گرديدند و از قلب آنها خونگيري مطابق روش فوق
به عمل آمد و متيونين آن جهت اندازه گيري در 

 . آزمايشگاه بررسي گرديد 
 آدنوزين -S      نمونه كبدي از حيوانات نيز جهت بررسي 

) SAH( آدنوزين هوموسيستئين -Sو ) SAM(متيونين 
فريز ) 70ºc-(جدا گرديده و به سرعت در نيتروژن مايع 

خونهاي جمع آوري شده از هر كدام از گروهها . يدگرد
 ٢٠ براي مدت rpm 3000توسط سانتريفيوژ و با سرعت 

بلافاصله . دقيقه عمل جداسازي پلاسما صورت پذيرفت 
پلاسما جدا شده نمونه ها توسط قرار گيري در نيتروژن 

 . فريز گرديد70ºc- مايع و با برودت 
له كيت هاي مخصوص م هاي كبدي به وسيــــآنزي      

زيست شيمي مورد اندازه گيري از شركت خريداري شده 
روش انجام آزمايش نيز در اين مورد به صورت . قرار گرفت

 . دوروش اسپكتروفتومتري ب
اندازه گيري ميزان هوموسيستئين و سيستئين بر       

لند و همكاران ارائه شده  ط هايـــــاساس روشي كه توس
 HPLCاين آزمايش توسط دستگاه). ٢٠(تپذيرف انجام است

)Multiple wavelength variable,Cecil CE 1200 ( و با
 وعــــــتعيين فلورسانس انجام شد و ستون بكار رفته از ن

 
 Hi Chrom c18 )250 x 4.6mm ( 5و قطر ذراتµ بوده 

  ).  ١٦( است 
     اندازه گيري متيونين نيز پس از دپروتئينه شدن به 

-HPLC ه سولفوساليسيليك اسيد و توسط دستگاهوسيل

UV) Fluorescence detector , Knauer RF-10AXL (
 ، بافت كبد SAH و SAM براي جداسازي .صورت پذيرفت

نمونه هاي جمع آوري شده را ابتدا با همزن مخصوص 
 ٤بعد در . خرد كرده و سپس كاملا هموژنيزه گرديدند

.  قرار داده شدند M 0.4 با غلظت  HCLO4حجم از ماده 
 دقيقه و با سرعت ٢٠سپس عمل سانتريفوژ براي مدت 

10000 g اندازه گيري .  صورت گرفتSAM و SAH 
 و با استفاده از اشعه مافوق بنفش HPLCتوسط دستگاه 

به طور همزمان از نمونه ها ي كبد هموژنيزه شده به عمل 
  جهت SAH و SAMپس از اندازه گيري مقادير . آمد
نسبت ، اهش خطا و همچنين ارزيابي صحيح تر داده ها ك

 SAM/SAH(اين دو پارامتر به يكديگر به دست آورده شد 

ratio . ( جداسازي تركيبات فوق الذكر با استفاده از فاز
 و در شرائط فاز متحرك توسط ماده c18معكوس ستون 

Po4 H2 NH4  40با غلظتm Mهپتان -١و ماده ملح نمكي 
حجم به % ( ١٨يد و با استفاده از متانول سولفوريك اس

پروتئين توتال با استفاده از .  انجام شد pH = 3و با) حجم 
 ارائه شده است و Lowryروش ارزيابي پروتئين كه توسط 

در حاليكه به عنوان استاندارد از آلبومين سرم گاوي 
تمامي ) . ٢١(استفاده شده است مورد ارزيابي قرار گرفت 

ي هاي به عمل آمده به صورت نانو مول در اندازه گير
ميلي گرم گزارش گرديده است تا بتوان براحتي آنها را در 
مقياس ميلي گرم پروتئين به ازاء هر گرم بافت كبدي 

 . تغيير داد 
در مدل مورد بررسي در هفته اول و دوم كلستاز       
 ون سرخرگ باب ـــــخ ش فشارـــــدون افزايـــــب
)without portal hypertension ( وجود داشت و با گذشت

زمان ، يعني در هفته چهارم ، سيروز ثانويه صفراوي در 
 هم portal hypertensionعلاوه بر اين . حيوانات ديده شد

 . ايجاد گرديد 
به وسيله ) NO(نيتريك اكسايد  :ارزيابي نيتريك اكسايد 

 طبق روش متابوليتهاي نهائي خود يعني نيتريت و نيترات

Miranda  اندازه گيري نيتريك  جهت .)۲۲(شد سنجيده
اكسايد، پلاسماي جمع آوري شده از نمونه هاي خون 

 اـــــپس از جداسازي پلاسم.  استفاده شد EDTAحاوي 
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توسط سانتريفوژ ، پلاسماي مورد نظر در اولين مرحله با 
ر  د. دپروتئينه گرديد٢ به ١استفاده از اتانول و با نسبت 

اين روش پس از استفاده از اتانول با نسبت ذكر شده 
 دقيقه ١٠ و به مدت g١٠٠٠٠پلاسما مورد نظر با سرعت

) (Supernatantسپس مايع بالاي لوله  . سانتريفوژ گرديد 
 قبل از انجام آزمايشات ابتدا از داروي .جمع آوري گرديد

NO3) جهت احياي نيتراتIII (VCl3)واناديوم كلرايد
 به (-

NO2)نيتريت
. در پلاسماي جمع آوري شده استفاده شد، (-

ت ظ را كه قبلا آنرا  به صورت غلIIIتركيب واناديوم كلرايد 
400 mgميلي ليتر اسيدكلريدريك يك مولار تهيه  50 در 
بر روي نمونه هاي پلاسما ريخته تا عمل احيا ، شده بود

سپس محلول بدست آمده توسط ، نيترات صورت بگيرد 
  بصورت VCl3چون محلول  (  ، صاف گرديد 0.45gر فيلت

Super saturated  بكار رفت طبق روش كار فيلتر شده 
 جهت انجام آزمايشات روي پلاسماي فيلتره شده به ).است

 كه Griess Reagentابتدا تركيبي از . ترتيب زير عمل شد
 و )دراسيدكلريدريك( Sulfanilamid- %2در بر گيرنده

0.1% Naphtylethilendiamid dihydrochloride )در آب (
 ١٠٠ بود را با هم مخلوط كرده و سپس ١ به ١به نسبت 

ميكروليتر از نمونه  مورد آزمايش به ظرف حاوي مخلوط 
 VCl3 ميكروليتر از تركيب١٠٠پس از آن . فوق اضافه شد

  "بعدا.  به آن اضافه گرديدGriess ميكروليتر ١٠٠و 
 دقيقه و در درجه ٤٥به مدت نمونه هاي آماده شده 

 . درجه سانتيگراد در انكوباتور قرار داده شد٣٧حرارت 
جهت استاندارد كردن نيز از استاندارد هاي نيترات سديم 

 اده ـــــ ميكرو مولار استف٢٠٠ت هاي صفر تا ـــــبا غلظ
 ر قرائت ــــ نانومت٤٥٠نمونه ها در طول موج . د ـــــش

 .گرديدند 
روبين پلاسما نيز به عنوان  ماركر سرمي جهت بيلي      

نشان دادن وقوع كلستاز و آنزيمهاي كبدي به منظور 
نشان دهنده هاي آسيب سلولهاي كبدي مورد ارزيابي قرار 

اندازه گيري بيليروبين و آنزيم هاي كبدي توسط .  گرفت 
شيمي انجام شد كه بر مبناي  زيست شركت تجارتي كيتهاي

 يكوفتومترردستگاه  اسپكت از استفاده با و ككالوريمتري روش
( Pharmacia Novaspec II) و Single beam اين عمل 

 .صورت گرفت
براي بررسي آماري داده هاي  :روش هاي بررسي آماري 

 Universal Analysis of Varianceبدست آمده از روش 
 ا ازـــو براي بررسي نقطه به نقطه زمان ه) آنوا دو طرفه (

 
Post Hoc Testاين بررسي در.  استفاده شد P<0.05هــــب 

نتايج . عنوان تفاوت معني داري در نظر گرفته شده است 
براي .  نمايش داده شده است mean ± SEM به صورت

 و براي رسم نمودارها SPSSبررسيهاي آماري از نرم افزار 
 . استفاده شدSigmaplotاز نرم افزار 

 :نتايج 
 ، BDLك تا دو روز پس از انجام عمل  ي"معمولا      

موشهاي اين گروه علائم كلستاز را كه بيشتر شامل وجود 
زردي در ادرار و تغيير رنگ گوش هاي آنها بود نشان 

بيلي روبين پلاسما و آنزيم هاي كبدي در موشهاي . دادند
BDLد افزايش ـــــاي كنترل و شاهــ نسبت به گروهه 

 ) . ١جدول  (معني داري را نشان دادند
 

 تغييرات ايجاد شده در آنزيم هاي كبد ي و  :١جدول 
 )(ALT .بيلي روبين پلاسما در زمان انجام مطالعه روي موشها

گاما ) γ-GT(آلكالين فسفاتاز ) AP(آلانين آمينو ترانسفراز ، 
 بيلي روبين توتال) Bili(گلوتامين ترانس  پپتيداز و

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ، مصرف غذا كاهش پيدا كرد BDLي گروه       در موشها
 ،و به طور مستقيم كاهش وزن نيز در حيوانات ديده شد 

اما اين نقص به آرامي و بعد از چند هفته دوباره به حالت 
 ، پس از انجام عمل BDLدر موشهاي گروه . اول باز گشت

جراحي ، افزايش قابل توجهي در مقدار هوموسيستئين 
رين ميزان هوموسيستئين در اين بالات. مشاهده گرديد

 . )١نمودار ( دــــــ ديده ش١٤روه از موشها در روز ـــــگ

BDL SHAM week 
 

153 ± 23 
133 ± 23 
84 ± 42 
87 ± 28 

 
50 ± 10 
43 ±  9 
27 ±  9 
25 ±  6 

 
1st  week 
2nd  week 
3rd  week 
4th  week 

 
 
 

ALT 
(U/L) 

 
889 ± 93 

1242 ± 140 
710 ± 120 
638 ± 245 

 
488 ± 39 
460 ± 48 
378 ± 44 
268 ± 51 

 
1st  week 
2nd  week 
3 rd  week 
4 th  week 

 
 

   AP (U/L) 
 

 
10.1 ± 0.3 
1242 ± 2.3 
29.8  ± 8.3 
30.0 ± 8.3 

 
35.2 ± 0.6 
4.2 ± 4.0 
6.8 ± 5.3 
6.0 ± 2.9 

 
1 st  week 
2 nd  week 
3 rd  week 
4 th  week 

 
 

GT (U/L) 
 

 
62.8 ± 13.4 
70.1 ± 18.5 
82.9 ± 33.8 
85.1 ± 32.1

 
6.2 ± 3.0 
5.8 ± 2.0 

10.1 ± 4.0 
7.5 ± 3.1 

 
1 st  week 
2 nd  week 
3 rd  week 
4th   week 

 
 

 
Bili (mg/dl)
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اين كاهش نسبت به  .سپس كاهش در مقدار آن ايجاد شد
 داراي تفاوت معني ٢٨ و كنترل در روز SHAMگروههاي 
 با بطوريكه در گروه گرسنه نگه داشته شده و. داري نبود

 متيونين به صورت يك بار مقادير mg/kg 100-40تجويز  
 :حاصله عبارت بودند از 

0.98 µM  ±4.53 0.69 ±8.01 در گروه كنترل و µM  در 
  در  µM BDL 1.19 ±3.89گروه   و درSHAMروه ـــــگ

 ) . ٢ نمودار ، ٢جدول  ( ٢٨روز 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

سطح پلاسمائي هوموسيستئين در موشهاي گروه  : ١نمودار 
 و با تجويز ٢٨ و٢١ ، ١٤ ، ٧ به ترتيب در روزهاي BDLكنترل و 

 بعد از mg/kg١٠٠ و mg/kg٤٠دو ساعت قبل متيونين به مقادير 
 بيانگر اختلاف معني دار *علامت .  ساعت گرسنگي١٦-٢٠

)P<0.05 ( بيانگر اختلاف معني دار **و علامت )P<0.01 ( بين
 .گروههاي آزمايشي مي باشد

 
ي متيونين ، سيستئين و  غلظت پلاسمائ:٢جدول 

نتايج . هوموسيستئين در موشهاي مبتلا به كلستاز و كنترل 
 ١٠-١٢در گروههاي  -mean ± SEM فوق بيانگر ميانگين 

 نشان دهنده اختلاف معني دار *عددي موشها بوده و علامت 
)P<0.05 ( براي هر كدام از گروهها نسبت به گروه كنترل 

 .مي باشند 
Homocystein 

µmol/L 
Cysteine 

µmol/L 

Methionie 

µmol/L 

Group 

4.53±0.29 12.90±1.95 41.09±4.46 Control 

5.59±0.51 17.77±3.05 56.20±7.79 
BDL 

(1st week) 

8.01±0.69* 25.09±2.47* 55.08±5.91 
BDL 

(2nd week) 

4.23±0.72 27.58±3.54* 68.98±5.68* 
BDL 

(3rd week) 

3.89±0.37 24.71±2.84* 70.33±6.01* 
BDL 

(4th week) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

سطح پلاسمايي هوموسيستئين در موشهاي گروه  : ٢نمودار 
SHAM و BDL پس از ايجاد ٢٨ و ٢١ ، ١٤ ، ٧ در روزهاي 

 . را نشان مي دهدmean±SEMر محاسبه شده يمقاد. كلستاز 
  بيانگر اختلاف **و ) P<0.05( بيانگر اختلاف معني دار * 

 .مي باشد) P<0.01(معني دار 
 
  با يكديگر داراي تفاوت P<0.01ايج حاصله با ـــــنت

ن غلظتهاي ــــميانگي تفاوت در. معني داري بودند
 متيونين تجويز mg/kg 100هوموسيستئين در زمانيكه 

 4.6 ±22.51شد در هفته اول در گروه كنترل برابر بود با 

µM و در گروه BDL ،  34.36 ± 10.2 µM ته اول در هف
 با يكديگر دارا ي P<0.01اين نتايج با  . BDLپس از انجام 

در عين حال هيچگونه اختلاف . اختلاف معني داري بودند 
 اين رابطه در SHAMمعني داري بين گروه كنترل با گروه 

اسيدهاي آمينه حاوي سولفور ، سيستئين و . ديده نشد 
 به گروه متيونين در حيوانات مبتلا به سيروز كبدي نسبت

SHAM ٢اين موضوع در جدول .  افزايش نشان داده است 
در اين بررسي اختلافات حاصله با   . نشان داده شده است

P<0.05 با يكديگر داراي تفاوت معني داري بودند كه در 
همچنين . هفته دوم و سوم بعد از شروع كلستاز ديده شد

 فاقد هر گونه SHAMاين امر در گروههاي كنترل و 
  .ختلافات معني داري بوده استا
پس از ) SAH( آدنوزين هوموسيستئين -Sمقدار         

 در موشها افزايش نشان داده است كه نسبت BDLانجام 
كه در اين پديده  . ديده شده استSHAMبه گروههاي 

به . مدت زمان بين اولين و دومين هفته ايجاد شده است
 و چهارم پس از هر حال اين افزايش در خلال هفته سوم

شروع آزمايش به آرامي و با شيب ملايمي كاهش نشان 
 ) . ٣جدول (داد 
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 متيونين و - آدنوزين– SAM . (S( غلظت كبدي :٣جدول 
)SAH ( ،S- آدنوزين هوموسيستئين و نسبت آنان در 

 نتايج فوق بيانگر. موشهاي كلستاتيك و كنترل
 mean ± SEM ي باشد و  عددي موشها م١٠-١٢در گروههاي

 براي هر P<0.01 نشان دهنده اختلاف معني دار با *علامت 
 .كدام از گروهها نسبت به گروه كنترل مي باشد

 

SAM/SAH SAH 
nmol/mg 
protein 

SAM 
nmol/mg 
protein 

Group 

3.88±0.28 0.13±0.01 0.50±0.03 Control 
2.17±0.20* 0.22±0.01* 0.46±0.24 BDL(13t week)
1.71±0.12* 0.25±0.02* 0.41±0.29 BDL(2nd week)
1.80±0.19* 0.18±0.01 0.30±0.02* BDL(3rd week)
1.31±0.11* 0.18±0.01 0.25±0.16* BDL(4tn week)

 
 . مي باشدHcyاين پديده در ارتباط با كاهش سطح سرمي 

 (SAH-hydrolase) آنزيم هيدرولاز ه اينكنكته قابل توجه
ور عكس عمل كرده بنابراين  است كه به طييك آنزيم

 –Sباعث تغيير در هر كدام از تركيبات هوموسيستئين يا  
 . آدنوزين هوموسيستئين به ديگري شود 

  در هفته SAMوح تقليل پيدا كرده مقدار ـــــسط      
 ه مشاهده شده استـــــارم در اين مطالعــــسوم و چه

)P<0.01 . ( 
 0.28mmol/mg±3.88 در گروه كنترل SAM/SAHنسبت 

در هفته اول حيوانات % ٤٥اين نسبت به ميزان . بود 
 )P<0.001 (داري طور معني به و داد نشان كاهش كلستاتيك

 ) . ٣ نمودار(تا پايان آزمايش درحد پايين باقي ماند 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

سطح پلاسمايي هوموسيستئين در موشهاي گروه  : ٣نمودار 
SHAM و BDL پس از تجويز mg/kg ٧ ميتونين در روزهاي ١٠٠ 

.  پس از ايجاد كلستاز در حيوانات تحت درمان٢٨ و٢١ ،١٤،
 بيانگر ***و ) P<0.05( بيانگر اختلاف معني دار *علامت 

 .مي باشد) P<0.001(اختلاف معني دار 

 
در ارتباط با اين موضوع هيچگونه تفاوت معني داري در 

 . ديده نشد SHAMبين گروههاي كنترل و 
  در حيوانات كلستاتيك غلظتهاي نيتريت و نيترات    

نتايج حاصله در اين قسمت . مورد ارزيابي قرار گرفتند 
نشان دهنده اين بود كه حيوانات كلستاتيك داراي غلظت 
هاي افزايش يابنده نيتريك اكسايد بودند كه اين افزايش 

 . از هفته اول بعد از كلستاز مشاهده گرديد 
 SHAMنيتريت در موشهاي /  نيترات   ميانگين نسبت

كلستاتيك  درحاليكه اين غلظت در حيوانات. بود 8±45برابر
با اين اوصاف اختلاف . گزارش گرديد   9.1±98در حدود 

 ) .٤نمودار (  معني دار بود P<0.05فيمابين آنها با 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

نيتريت در / بررسي سطح پلاسمايي نسبت نيترات  : ٤نمودار 
.  و كلستاتيك پس از انجام آزمايشاتSHAMه موشهاي دو گرو

 بين گروههاي P<0.05 بيانگر اختلاف معني دار با *علامت 
 .آزمايشي مي باشد

 

 :بحث
ن و ــــسطح ابتدايي و پايه اي غلظت هاي متيوني      

هوموسيستئين و همچنين بررسي اين غلظت ها پس از 
ررسي بدست انجام آزمايشات مورد نظر كه توسط اين ب

آمده است با نتايج حاصله از بيماري سيروز كه قبلا از 
داده است كمي  رخ حيوانات طريق ايجاد مدلهاي ديگري در

 و همكارانش نشان دادند Matoبراي مثال . تفاوت داشت 
 در حيواناتي ٩كه افزايش غلظت هوموسيستئين در هفته 

  اما ) .۲۳(ود ــــمان شده بودند ديده مي شدر CCl4كه با 
مطالعات به عمل آمده توسط ما اين افزايش در  چرا در

هفته نخست و دوم ايجاد گرديد و با شيب ملايمي به 
اگر چه تفسير . طرف سطح نرمال اوليه برگشت نمود 

 ديـــدقيق اين نتايج نيازمند آزمايشات  تكميل كننده بع
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است ، اما در عين حال، بر اساس اطلاعات به دست آمده 
 ، مي بايست توجه نمائيم كه مدل BDLدر موشهاي 

حيواني مورد آزمايش هماني نبودند كه براي ايجاد سيروز 
هر چند هر دو اين مدلها . بكار گرفته شدند CCl4توسط 

 لازم. سرانجام سيروز را در كبد حيوانات ايجاد كردند 
است اشاره شود كه ناهنجاريهاي متابوليكي بعدي شامل 

يدها ي آمينه و ليپيد هاي پلاسما در هر دو تغييرات اس
 در سيروز ايجاد شده توسط). ۲۴(نوع مدل مشاهده شدند

CCl4  در مقايسه باBDL جريان صفرا متوقف نشده است 
الگوي متابوليكي بافتي اين پديده  به نظر مي رسد  و)۲۵(

 آنچه كه در سيروز حاصل از انسداد جريان در مقايسه با
اختلافي كه بين اين ). ۲۶(ود متفاوت باشدش مي ديده صفرا

دو مدل از سيروز وجود دارد ممكن است تشريح كننده 
 . تغييرات و تفاوت هاي حاصل شده در نتايج آنها باشد 

      به هر حال نتايج به دست آمده از اين مطالعه نشان 
  ،SAM ، SAHدهنده اين است كه در كبد سطوح غلظت 

بر اينها متابوليتهاي  علاوه و پلاسما نهوموسيستئي و متيونين
 تغييرات قابل توجهي را BDLنيتريك اكسايد بعد از ايجاد 

  در روز هفتم سقوط SAM/SAHنسبت . پيدا مي كند 
مي كند و سطوح پلاسمايي هوموسيستئين و متيونين در 

.  بعد از ايجاد كلستاز افزايش مي يابد ٢١ و١٤روزهاي 
ا دراين مطالعات ايجاد شده در تجمع متيونين در پلاسم

 كاهش پيدا كرده در كبد ، بيان كننده توقف SAMحاليكه
احتمالي سطح فعاليت آنزيم متيونين آدنوزين ترانسفراز 

اخيرا نشان داده شده است كه نيتريك اكسايد . باشد
موجب غير فعال شدن آنزيم متيونين آدنوزين ترانسفراز 

ن در موش صحرائي و در  نيتروزيلاسيو-S كبدي از طريق 
 ) .۲۷(مي گردد In vitro  شرايط 

 كه در آزمايشات ما NOهاي  ميزان متابوليتافزايش       
نقش محوري كه . ديده شد اين نتايج را تائيد مي كند 

 ـسم متيونين ــــ در تنظيم متابوليSAH وSAMبراي 
هوموسيستئين كبدي در نظر گرفته مي شود توسط 

Finkelstein٢٨،٢٩( همكاران گزارش شده است  و. ( 
 باعث تشديد دوباره متيلاسيون SAMاحيا شدن       

هوموسيستئين مي گردد و اين پديده موجب غير فعال 
 ) .۲۹،۳۰(شدن ترانس سولفوراسيون بعدي خواهد شد 

 روز بعد از كلستاز ١٤      افزايش هوموسيستئين پلاسما
مي تواند بيان  كبدي ، SAHهمراه با  افزايش سطح 

 دــــــكننده اين واقعيت باشد كه روندهاي التهاب در كب

 
متوقف و ترميم بافتي صورت پذيرفته است بطوريكه هر 
كدام از آنها واكنشهاي متيلاسيون اختصاصي را شتاب 

 و آزاد شدن هوموسيستئين را SAHبخشيده وتوليد 
رات مشاهده شده در ــــتغيي). ٣۱(موجب گرديده اند

وموسيستئين پلاسمايي مي تواند به طور متفاوتي بيان ه
شود به طوريكه مكانيسمهاي درگير در ايجاد آن مي تواند 

لذا پيشنهاد مي شود . به طور مجزا مورد بررسي قرار گيرد 
كه جهت بررسي دقيقتر اين مكانيسم ها پژوهشهاي 
كاملتري كه در بر گيرنده فعاليتهاي آنزيمي يا ساير 

 . اي  درگير در چرخه مربوطه باشد انجام شود مدياتوره
      SAM نه تنها دهنده اصلي متيل مي باشد بلكه به 

عنوان يك پيام داخل سلولي بوده كه فعاليت اساسي 
كبدي از قبيل رشد سلولهاي كبدي ، تفكيك سلولي و 

بنابراين . دي به آسيب ها را كنترل مي كندــحساسيت كب
 عنوان يكي از نسبت هاي  بهSAM/SAHكاهش نسبت 

 ي در بيماري كلستاز كبدي ، ـــــمتيلاسيون داخل سلول
 . مي تواند بسياري از فرايندها را تحت تاثير قرار دهد

هاي اين مطالعه از جايگزين كردن تكميلي سطح  يافته     
SAM اين موضوع در .  در بيماران كبدي حمايت مي كند
ان با انسداد مجاري صفراوي در گروهي از بيمار ايكه مطالعه

 ). ٣۲(است شده صورت گرفت نيز نشان داده 
بيماران و حيوانات  مبتلا به يرقان انسدادي مستعد       

اين علامت در موشهاي درمان . ابتلا به بي اشتهايي هستند
اين پديده ). ٣٢,٣٣(هم مشاهده شده استCCl4 شده با

توسط غذا تاثير مي تواند بر ميزان متيونين دريافت شده 
 اين مطالعه BDLبگذارد بطوري كه در حيوانات گروه 

بنابراين، . تجمع متيونين در داخل پلاسما مشاهده گرديد 
اين يافته نبايد ساير شواهد غير طبيعي ايجاد شده در 

 . بيماران كبدي را مورد غفلت قرار دهد 
ما تلاش كرديم تا نشان دهيم بعضي ، در اين بررسي       

از تغييرات متابوليكي در سندرم كلستاز و سيروز ايجاد 
شده متعاقب آن، به طور فزاينده اي بالا خواهد رفت كه 
مي تواند اين موضوع براي مطالعات بعدي در مورد بيماري 
كلستاز بويژه در دوران كودكي يا آترزي صفراوي انساني 
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